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Formação de biofilme por Staphylococcus aureus isolados de queijo mussarela 
elaborado com leite de búfala e seu efeito sobre a sensibilidade a sanitizantes
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ABSTRACT
Background: The buffalo milk mozzarella cheese is a new product in the market, with high consumer acceptance and 
excellent prospects for trade. The cheese is rich in nutrients, which favors the proliferation of microorganisms that can 
cause food-borne diseases in the consumer. Staphylococcus aureus can cause gastro-enteritis in humans by the production 
of enterotoxins in food. One problem that may hinder the elimination of undesirable microorganisms in the food industry 
is the formation of biofilms. The objective of this study was to determine the effect of biofilm formation by Staphylococcus 
aureus isolated from buffalo mozzarella cheese on sensitivity to sanitizers.
Materials, Methods & Results: Fifty samples of buffalo mozzarella cheese were analyzed to investigate the presence of 
S. aureus. The isolates were obtained through microbiological analysis and identified by PCR. The similarity of the strains 
was compared through rep-PCR. The distinct strains were tested for biofilm formation in microtiter plates. Soy Tripticase 
Broth (TSB) was placed in each well of the microtiter plate and overnight cultures of each strain was added. Wells without 
bacterial culture were used as controls. A villous cap was then placed on the plate and incubated for 48 h at 37°C. During 
incubation, the biofilms formed on the surface of the villi of the caps. For quantification of biofilm formation, material 
that remained attached to the cap was stained with crystal violet, the stained biofilm was extracted and the OD570 of each 
well was measured. Each strain was classified as non-biofilm forming, weak forming, moderately formed or formative 
strong. Strong forming and non-biofilm forming strains were tested on high density polyethylene, stainless steel and glass 
surfaces. Plates of 4 cm² of the different materials were placed in TSB where the culture of each isolate was inoculated 
separately. At each 48 h incubation the plates were washed to remove unbound cells and re-inserted into TSB without the 
inoculum. After five replicates of the procedure, sterile swabs were passed over the entire surface of each plate for counting 
in Baird-Parker agar. They were also tested for sensitivity to sodium hypochlorite and iodine after biofilm formation. The 
biofilm plates were immersed in flasks containing sanitizers, where they remained for 10 min. At the established contact 
time, the plates were immersed in neutralizing solution for 30 s. After washing with PBS, a sterile swab was passed on 
the surface of each plate and counts on Baird-Parker agar were performed. The bands profiles obtained on rep-PCR were 
identical when compared to isolates from the same sample, indicating that each sample was contaminated with only one 
S. aureus strain. From the twenty S. aureus strain identified, two isolates were classified as strong biofilm formers, seven 
as moderate formers, ten weak formers and one as non-biofilm builder. The two strong forming strains produced biofilm 
on the three surfaces tested. The application of sodium hypochlorite and iodine sanitizers promoted a reduction of ap-
proximately 2 log bacterial populations on all surfaces of both the biofilm and non-forming strains.
Discussion: Most strains of S. aureus isolated from buffalo milk mozzarella cheese have the ability to form biofilm on 
the surfaces of equipment and utensils that have stainless steel, glass or high density polyethylene components. Although 
biofilm forming strains are no longer resistant to sanitizers sodium hypochlorite and iodine than non-forming sanitizers, 
they reach higher concentrations in the biofilm, resulting in larger bacterial populations remaining after application of the 
sanitizers. These results support the recommendation that the good hygienic practices adopted by industries processing 
buffalo milk mozzarella cheese should include specific measures to control the Staphylococcus aureus contamination.
Keywords: food safety, dairy product, public health, contamination.
Descritores: segurança dos alimentos, laticínio, saúde pública, contaminação.
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INTRODUÇÃO
A mussarela de leite de búfala (Bubalus bubalis), 
principal tipo de queijo obtido a partir desse leite no 
Brasil, é um produto novo no mercado brasileiro, 
mesmo assim tem demonstrado alta aceitação pelos 
consumidores e excelentes perspectivas de comércio 
[1]. O queijo é um alimento rico em nutrientes, o que 
favorece a proliferação de microrganismos que podem 
ser patogênicos aos consumidores [12]. Staphylococ-
cus aureus é considerado dos mais importantes em 
função da alta patogenicidade ao homem e devido à 
sua frequente associação a doenças transmitidas por 
alimentos [8].
Um grande problema para a indústria de ali-
mentos é a formação de biofilmes, estruturas constitu-
ídas por células aderentes a uma superfície, embebidas 
numa matriz de exopolissacarídeo [11,19], que podem 
dificultar a eliminação de microrganismos indesejáveis 
[22]. A ação de sanitizantes pode ser menos efetiva em 
bactérias formadoras de biofilmes, sendo incapaz de 
remover todos os microrganismos do biofilme, fato 
que pode levar a problemas de higiene e saúde pública, 
além de perdas econômicas [6,13,16].
Para que as recomendações de qualidade mi-
crobiológica exigidas para o queijo mussarela de búfala 
sejam alcançadas, é necessária a adoção de efetivos 
programas de limpeza e sanitização, os quais somente 
poderão ser elaborados de forma eficiente conhecendo 
as características dos microrganismos importantes nes-
te alimento. Portanto, o presente trabalho teve como 
objetivos determinar a capacidade de S. aureus isolados 
de queijo mussarela elaborado com leite de búfala 
formarem biofilme em diferentes superfícies e estudar 
a sua influência sobre a sensibilidade a sanitizantes.
MATERIAIS E MÉTODOS
Coleta de amostras
Foram analisadas 50 amostras de queijo mus-
sarela elaborado a partir de leite de búfala, produzidas 
por duas indústrias sob inspeção federal. Os queijos 
foram adquiridos no comércio varejista das cidades de 
Pelotas e Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
Obtenção e identificação dos isolados
Para a obtenção de colônias isoladas, diluições 
das amostras em solução salina a 0,85% foram semea-
das em ágar Baird-Parker1 e incubadas a 37ºC por 48 h. 
Até três colônias com morfologia característica de 
Staphylococcus aureus (típicas) e não características 
(atípicas) por amostra foram submetidas à prova da 
coagulase livre, conforme os Métodos Analíticos 
Oficiais para Análises Microbiológicas para Controle 
de Produtos de Origem Animal recomendados pelo 
Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 
[4]. Para identificação das espécies, o DNA dos iso-
lados que apresentaram reação positiva para produção 
de coagulase foi extraído [23] e analisado pela reação 
em cadeia da polimerase (PCR) [9]. Para identificar 
isolados do mesmo isolado, estes foram analisados 
pela rep-PCR [20], utilizando o primer (GTG)5 
(GTGGTGGTGGTGGTG) [27], o qual apresenta 
elevado poder de discriminação para Staphylococcus 
spp. [5,17].
Verificação da formação de biofilme em placas de micro-
titulação
Os isolados das amostras foram avaliados 
quanto à capacidade de produção de biofilme em 
placas de microtitulação2 [10], com pequenas mo-
dificações, de forma a adaptar o método para Sta-
phylococcus spp. Foram colocados 100 µL de caldo 
Tripticase de Soja (TSB)1 em cada poço da placa 
de microtitulação e adicionados 100 µL de culturas 
overnight em TSB de cada isolado padronizado em 
espectrofotômetro a 600 nm para valor 0,5 de densida-
de ótica (DO). Poços com 200 µL de caldo TSB, sem 
cultura bacteriana, foram utilizados como controle. 
Logo, a tampa com vilosidades foi colocada sobre a 
placa e incubada durante 48 h a 37ºC. Durante a in-
cubação, os biofilmes formaram-se sobre a superfície 
das vilosidades das tampas. Para quantificação da for-
mação de biofilmes, as tampas foram lavadas em 200 
µL de solução salina tamponada com fosfato (PBS, 
0,1 M, pH 7,0). O material que permaneceu ligado à 
tampa foi corado com 200 µL de cristal violeta 0,1% 
(m/v) durante 30 min, lavado em água destilada estéril 
(200 µL) e a tampa foi secada em temperatura ambien-
te por 30 min. O corante que permaneceu ligado ao 
biofilme foi extraído com ácido acético glacial 30% 
(200 µL). A DO570 de cada poço foi medida utilizan-
do leitor de placas de microtitulação. As cepas foram 
classificadas, considerando o ponto de corte (DOc) 
em três desvios padrões acima da média das DOs dos 
controles, nas seguintes categorias: DO ≤ DOc = não 
formadora; DOc< DO ≤ 2 x DOc = fraca formadora; 
2 x DOc< DO ≤ 4 x DOc = moderada formadora; 4 
x DOc< DO = forte formadora [26].
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Verificação da formação de biofilme em diferentes superfícies
Os isolados considerados formadores de 
biofilme nas placas de microtitulação foram testados 
quanto à capacidade de formar biofilme em diferentes 
superfícies, utilizando técnica já estabelecida [16], 
com pequenas modificações. Foram utilizadas placas 
de superfícies planas com 4 cm² de polietileno de alta 
densidade, aço inoxidável e vidro estéreis. Todas as 
diferentes superfícies foram colocadas dentro de um 
Becker contendo 200 mL de TSB e 4 mL de cultura 
overnight de cada isolado separadamente. A cada 48 h 
de incubação, as placas foram lavadas suavemente duas 
vezes com PBS 3% NaCl para remoção de células não 
aderidas e novamente inseridas em Becker com 200 mL 
de TSB, porém sem o inóculo. Após cinco repetições 
do procedimento, foram passadas zaragatoas estéreis 
sobre toda a superfície de cada placa e transferidas 
para tubos de ensaio contendo 10 mL de solução 
salina 0,85%. A partir desta, foram feitas diluições 
seriadas para contagem dos microrganismos em ágar 
Baird-Parker1. Uma cepa não formadora de biofilme 
foi utilizada como controle negativo. As contagens 
que alcançaram 107 UFC/cm2 foram consideradas 
como oriundas de superfícies onde houve formação 
de biofilme [2].
Sensibilidade dos isolados em biofilme a sanitizantes 
A eficácia dos sanitizantes hipoclorito de sódio 
(solução contendo 100 ppm de Cl2) e iodo (solução 
com 50 ppm de I2) frente aos isolados de S. aureus que 
formaram biofilmes sobre as placas de microtitulação 
foi avaliada. Utilizando o método previamente descrito 
[16], após a última lavagem, as placas com biofilme 
foram imersas em frascos contendo sanitizantes, onde 
permaneceram durante 10 min. Alcançado o tempo 
de contato estabelecido, as placas foram imersas em 
solução neutralizante (0,1 M Na2S2O3) por 30 s. Após 
lavagem com PBS, foi passada uma zaragatoa estéril 
na superfície de cada placa e realizada contagem em 
ágar Baird-Parker.
Análise estatística
Todos os experimentos foram feitos em tripli-
cata. Foi realizada análise de variância das contagens 
de Staphylococcus aureus e as médias foram compa-
radas pelo teste de Tukey [25].
RESULTADOS
Das 50 amostras de queijo mussarela ela-
borados com leite de búfala analisadas no trabalho, 
20 (40%) estavam contaminadas por Staphylococus 
aureus, das quais foram obtidos 22 isolados. Os perfis 
de bandas obtidos na rep-PCR foram idênticos quan-
do comparados entre os isolados oriundos da mesma 
amostra, indicando que cada amostra estava contami-
nada por apenas uma cepa de S. aureus.
No teste de formação de biofilme em placas 
de microtitulação realizado com os 20 isolados de S. 
aureus, dois foram classificados como forte formadores 
de biofilme, sete como moderados formadores, dez 
como fracos formadores e um não formou biofilme. 
As duas cepas fortemente formadoras de 
biofilme (131 e 97) e a única cepa que não formou 
biofilme (101) foram testadas quanto a capacidade de 
formar biofilme nas superfícies de polietileno de alta 
densidade, aço inoxidável e vidro. As cepas 131 e 97 
formaram biofilme nas três superfícies, indistintamen-
te, ao passo que a cepa 101 apresentou populações 
que não alcançaram o limite necessário para admitir a 
formação de biofilme em nenhuma delas (Tabela 1).
A ação dos sanitizantes hipoclorito de sódio 
e iodo foi avaliada frente às cepas de S. aureus for-
temente formadoras de biofilme (97 e 131) e a não 
formadora (101). A análise de variância mostrou efeito 
das cepas e dos sanitizantes sobre as contagens, mas 
não houve diferença significativa (P > 0,05) entre os 
dois sanitizantes. Embora a cepa 101 tenha apresentado 
significativo decréscimo (P > 0,05) após a exposição 
aos sanitizantes, o que seria esperado, também foi 
observada diminuição nas contagens das cepas 97 e 
131 (Figura 1).
Tabela 1. Isolados formadores de biofilme (131 e 97) e não formadora (101) em diferentes superfícies.
Superfície 
Contagem de Staphylococcus aureus (Log UFC/mL)* 
Cepa 101 Cepa 131 Cepa 97
Polietileno 11,61a 18,00b 18,84b
Aço Inoxidável 12,00a 18,60b 16,28b
Vidro 11,76a 18,74b 19,06b
 *Médias de três repetições; a,bMédias seguidas por letras distintas diferem do teste de Tukey (P < 0,05). 
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Figura 1. Contagens de S. aureus formadores de biofilme (cepas 131 e 97) e 
não formador (cepa 101) em superfície de polietileno de alta densidade, aço 
inoxidável e vidro após a ação de sanitizantes. A,B,CLetras iguais não diferem 
pelo teste de Tukey quanto à cepa (P < 0,05); a,bLetras iguais não diferem pelo 
teste de Tukey quanto ao sanitizante (P < 0,05).
DISCUSSÃO
A capacidade de formar biofilme por Staphylo-
cocus aureus isolados de mastite bovina e de amostras 
de leite de vaca já foi demonstrada em outros estudos. 
Em um estudo sobre a formação de biofilme por S. au-
reus isolados de mastite bovina [15], foi verificado que, 
de 94 isolados estudados, 93 (98,9%) foram capazes 
de formar biofilme. Em outro trabalho [7], o potencial 
de formação de biofilme de 50 S. aureus isolados de 
leite de vaca foi avaliado e foi observada formação de 
biofilme em 80% dos isolados. Entretanto, não foram 
encontrados na literatura estudos sobre formação de 
biofilme dirigidos a S. aureus isolados de leite de bú-
fala, sendo este o primeiro trabalho que analisa esta 
propriedade de isolados dessa espécie obtidos de algum 
derivado lácteo. Embora com diferentes intensidades, 
19 isolados foram capazes de formar biofilme, o que 
demonstra não haver muita distinção, quanto a esta 
característica, entre os isolados de leite de bovinos e de 
derivados lácteos produzidos com leite de bubalinos, os 
quais, em ambos os casos, na sua maioria, são capazes 
de formar biofilme.  
A formação de biofilme depende de alguns 
fatores, entre eles destacam-se as propriedades físico-
-químicas das superfícies. As hidrofóbicas, como o 
polietileno, são facilmente colonizadas por micror-
ganismos. Por outro lado, as hidrofílicas, como as 
superfícies de vidro e metal, tendem a ser menos sus-
ceptíveis a adesão de microrganismos [21]. Entretanto, 
estas características não influenciaram a formação de 
biofilme no nosso estudo, já que os isolados 131 e 97, 
considerados forte formadores de biofilme no teste 
em placas de microtitulação, desenvolveram biofilme 
tanto sobre polietileno, como sobre vidro e aço, indis-
Polietileno de alta densidade
Aço inoxidável
Vidro
Isolados
Isolados
Isolados
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tintamente. Resultados semelhantes têm sido obtidos 
por outros autores [14,24] utilizando superfícies de 
aço inoxidável, vidro e polipropileno. Entretanto estes 
estudos foram desenvolvidos utilizando uma única cepa 
de referência da bactéria, o que limita a extrapolação 
dos seus resultados. Em um dos poucos estudos com 
isolados selvagens de S. aureus [3] foi constatada a 
capacidade de S. aureus isolados de leite de vaca for-
marem biofilme em aço inoxidável.
Na indústria de alimentos, são utilizados di-
versos tipos de sanitizantes com o objetivo de tornar a 
superfície que entrará em contato com o alimento higie-
nizada, evitando assim problemas com contaminações 
microbianas. Deste modo, a sanitização deve reduzir ou 
eliminar completamente a presença de microrganismos 
nas diferentes superfícies [18].
A aplicação dos sanitizantes hipoclorito de 
sódio e iodo promoveu uma redução das populações 
bacterianas de aproximadamente 2 log em todas as 
superfícies, tanto dos isolados formadores de biofilme 
como do não formador, com exceção do isolado 97 em 
aço inoxidável, onde a redução foi um pouco menor. 
Estes resultados mostram que a maior população bac-
teriana que permaneceu após a ação dos sanitizantes 
sobre os isolados formadores de biofilme em relação 
ao não formador se deveu à maior população inicial en-
contrada nos biofilmes e não a diferenças de resistência 
bacteriana ou de acesso do sanitizantes às células bacte-
rianas. Resultados semelhantes foram obtidos em outro 
trabalho [16], cujos autores chegaram a conclusões 
análogas às obtidas no nosso estudo, embora tenham 
testado os sanitizantes sobre biofilmes formados por 
isolados de Salmonella isolados de produtos cárneos.
Os resultados obtidos neste estudo dão suporte 
à recomendação de que as boas práticas de fabrica-
ção adotadas pelas indústrias que processam queijo 
mussarela de leite de búfala devem incluir medidas 
específicas para o controle da contaminação por S. 
aureus, considerando a possibilidade de formação 
de biofilme por parte desses microrganismos sobre 
superfícies de equipamentos e utensílios que tenham 
componentes de aço inoxidável, vidro ou polietileno 
de alta densidade.
CONCLUSÕES
A maioria dos Staphylococcus aureus iso-
lada de queijo mussarela de leite de búfala possue 
a capacidade de formar biofilme nas superfícies de 
equipamentos e utensílios que tenham componentes 
de aço inoxidável, vidro ou polietileno de alta densi-
dade. Embora os isolados formadores de biofilme não 
sejam mais resistentes aos sanitizantes hipoclorito de 
sódio e iodo do que os não formadores, eles atingem 
maiores concentrações no biofilme, o que resulta em 
maiores populações bacterianas remanescentes após a 
aplicação dos sanitizantes.
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